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遺伝子検査法との比較によるノロウイルス抗原検出キット
　　　　　　　　　NV－AD「生蜜」の有用性評価
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　ウイルス性集団胃腸炎が疑われた事例における行政検査
の迅速化は，迅速かつ的確な疾病対策を実施するにあたり
必要と考えられている．われわれは，この観点に基づいて
平成16年9月から平成17年5月にかけて，酵素抗体法を
応用したノロウイルス抗原検出キットSRSV（II）一AD「生
半」についての検討を行った1）．平成17年11月，新たに
特異性の向上や作業工程の簡略化が図られたノロウイルス
抗原検出キットNV－AD「生研」が発売された．本研究で
はこれについて，現行法である逆転写酵素ポリメラーゼ連
鎖反応法（RT－PCR法：reverse　transcriptase－
polymerase　chain　reaction）に基づく遺伝子検査との比
較を行い，ウイルス性集団胃腸炎事例における検査迅速化
のための導入が可能であるかを検討した．
材料及び方法
1．試　料
　平成17年12月から平成18年3月の問に採取され遺伝
子検査を行った胃腸炎患者の便297検：体及び集団胃腸炎事
例に関係した調理従事者など非発症者の便62検：体の計
359検体を本検討に用いた．
2．抗原検出キットによるノロウイルス抗原の検出
　抗原検出キット（以下，キット）にはデンカ生研㈱から
発売されているNV－AD「生研」を用いた．検査は添付文
書の手順に沿って実施した．すなわち，固形便約0．1gま
たは液状便100μLを1．5mLチューブに採取した後検体
抽出液1mLを加え，よく撹拝し室温で10分間静置した．
その上清100μLを抗NV抗体固相プレートに加え，さら
に酵素標識抗体液を100μL加えた後マイクロプレートミ
キサーにて数秒間撹拝し室温に2時間静置した．静置後，
各ウェルの反応液を吸引除去し，洗浄液を250μL加えて
マイクロプレートミキサーで数秒間三拝して再び液を吸引
除去した．この洗浄操作をさらに4回繰り返し行った．残
液は，抗体固相プレートを清潔なペーパータオルの上で逆
さにして叩くことにより可能な限り取り除いた．続いて基
質液を100μL添加し，マイクロプレートミキサーで数秒
間撹絆した後，遮光して室温（15～25℃）に30分間静置
した．静置後反応停止液を100μL加えてマイクロプンー
トリーダー（波長450nm／630　nm）にて吸光度を測定し，
キットに添付された説明書に従って結果を判定した．
3，遺伝子検査によるノロウイルス遣伝子の検出及び遺伝
　子型の分類
　遺伝子検査は，以下の方法によって行った．便からのウ
イルスRNAの抽出及びcDNAの合成は，著者ら1）の報
告と同様に行い，PCRは，キャプシドタンパクコード領
域に位置するCOGIF／G1－SKR及びCOG2F／G2－SKRプ
ライマーを使用して行った．続いて，得られた増幅産物の
塩基配列を解読してノロウイルス遺伝子が確認された検体
を陽性と判定した．さらに，第5病日までに採取されノロ
ウイルス遺伝子が検出された胃腸炎患者便190検体につい
て，片山ら2）の方法に従ってウイルスの遺伝子型を分類し
た．
結果及び考察
本キット及び遺伝子検査における検討結果の比較を表1，
2及び3に示した．胃腸炎患者の便297検体において，ノ
ロウイルス遺伝子陽性は233検体，陰性は64検体であっ
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表1　ウイルス性胃腸炎患者便における抗原検出キットと
　　遺伝子検査によるノロウイルス検出の比較
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表2調理従事者など非発症者便における抗原検出キット
　　　と遺伝子検査によるノロウイルス検出の比較
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表3　全検体における抗原検出キットと遺伝子検査による
　　ノロウイルス検出の比較
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た．これらの便における本キットの検討結果は，陽性が
128検体，陰性が169検体であった．両検査法ともに陽性
の検体は124検体，ともに陰性の検体は60検体であった．
胃腸炎患者の便を用いた検討の結果，遺伝子検査及びキッ
トの陽性一致率，陰性一致率及び全体の一致率は，それぞ
れ53．2％，93．8％及び62．0％であった．次に，調理従事
者など非発症者の便62検体を検討したところ，ノロウイ
ルス遺伝子陽性は15検体，陰性は47検体であった．これ
らの便におけるキットの検討結果は，陽性が8検体，陰性
が54検体であった．両検査法ともに陽性の検体は7検体，
ともに陰性の検体は46検体であった．調理従事者など非
発症者の便を用いた検討の結果，遺伝子検査との陽性一致
率，陰性一致率及び全体の一致率は，それぞれ46．7％，
97．9％及び85，5％となり，患者便に比べ陽性一致率は低
く，陰性一致率は高い結果となった．以上のことから，計
359検体における遺伝子検査及びキットの陽性一致率，陰
性一致率及び全体の一致率は，それぞれ52．8％，95．5％
及び66，0％であった．また，SRSV（II）一AD「生研」にお
ける検：討成績1）との比較では，陽性一致率及び全体の一致
率において若干の向上が認められ，陰性一致率においては
86．3％から95．5％へと明らかな向上が認められた．この
ことは，遺伝子検査が陰性でキットでは陽性となった検体
が大幅に減少したことを示しており，特異性が向上したも
のと考えられた．
　発症者が排泄するノロウイルスの量（抗原量）は，発症
後早期に採取された便において多く，回復とともに減少す
ると考えられることから，各検体の採取日について発症日
から第9病日までの各日と第10二日以降の陽性一致率を
それぞれ求め比較を試みた．その結果，第5二日までは全
患者検体における陽性一致率（52．8％）よりも良好な結果
が得られたが，第6二日を境に低下傾向が認められた（図
1）．第6病日以降は陽性一致率が低いことから，患者便
を検査する場合には第5二日までに採取された便を用いる
ことが適当であると思われた．
　現在，ノロウイルスの遺伝子型は，Genogroupl（以下，
GI）が14，　GenogroupII（以下，　GII）が17の型に細分
化されている2）．ノロウイルスは遺伝子型によって抗原性
が異なることから，抗原検出キットにおいて遺伝子型は検
出率を左右する大きな因子と考えられる．本キットには
12種の遺伝子型（GIは1，2，3及び4，　GIIは1，3，4，
5，6，7，12及び14）のカプシドタンパクに対するポリク
ローナル抗体が混用されている．そこで，第5病日までに
検体採取が行われかつ遺伝子検査によってノロウイルス陽
性と判定された胃腸炎患者の便190検体について，ウイル
スの各遺伝子型を特定し，キットによる検出率との比較を
試みた．その結果を表4に示した．われわれは既に，GII
に属する遺伝子型のノロウイルスがノロウイルス性胃腸炎
事例の9割以上を占めること，その中でもGII／4が最も
多くGII／3，5，6及び7も比較的多く検出されることを
報告している3）．今回の検討においても，検出された遺伝
子型の9割以上がGIIに属するものであり，　GII／4が最多
であった．キットの使用抗体が対応している7種目遺伝子
型（GI／2，　GII／1，3，4，5，6及び7）において，キット
と遺伝子検査との陽性一致率を比較したところ，GII／6を
除くすべてで全体の陽性一致率よりも高い傾向が認められ
た．一方，キットの抗体が対応していない3種の遺伝子型
（GI／8，　GII／2及び10）は，低い陽性一致率を示す傾向が
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表4　胃腸炎患者便から検出されたノロウイルスの遺伝子型における抗原検出キットと遺伝子検査との
　　　陽性一致率
検出された遺伝子型　　遺伝子検査陽性 キ％トによる　陽性数
発症後採取日数
（平均±偏差） 陽性一致率（％）
キットの抗体が対応している遺伝子型
　　GI　－2　　　　　　　　　　2
　　GII－1　　　　　　　　　　3
　　　　－3　　　　　　　　　　11
　　　　－4　　　　　　　　　　72
　　　　－5　　　　　　　　　　14
　　　　－6　　　　　　　　　　9
　　　　－7　　　　　　　　　　9
　　　　計　　　　’　　　　120
キットの抗体が対応していない遺伝子型
2
2
9
49
13
4
8
87
　　GI　－8　　　　　　　　　　6　　　　　　　　　3
　　GII－2　　　　　　　　　　19　　　　　　　　　　5
　　　　－10　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　2
　　　　計　　　　　　　　　30　　　　　　　10
複数の遺伝子型（主にGI／2，　GII／3，4，6及び7の混合）
1．5±0．5
2．7±0．4
2．6±1．0
2．7±1．3
3．1±0．9
2．7±0．9
4．1±0．6
2．8±！．2
2．2±0．3
3．4±1．0
4　±0．4
3．3±1．0
100．0
66．7
81．8
68．1
92．9
44．4
88．9
72．5
計 40 16 2．2土0．7
50．0
26．3
40．0
33．3
40。0
検体は第5病日以内に採取された患者便を使用した．
認められた．それぞれの遺伝子型について作成されたポリ
クローナル抗体における異なった遺伝子型に対する交差反
応は微弱であるのため，非対応の遺伝子型も同一感度で検
出することは極めて難しいものと考えられた。続いて，遺
伝子解析の結果から複数の遺伝子型（主にGI／2，　GII／3，
4，6及び7が検出された）の関与が疑われた事例におけ
る胃腸炎患者の便について，同様の比較を試みた．その結
果，表4に示したとおり陽性一致率が低い傾向を示した．
キットの抗体が対応している遺伝子型が複数種検出された
事例の検体において，それら遺伝子型が単一で検出された
場合よりも低い陽性一致率を示した理由は不明である．今
後，ウイルスの定量的解析も試みて原因を明らかにする必
要があると思われた．
　集団胃腸炎発生時における早期の原因物質の同定は，迅
速で的確な行政対応の実施にあたり必須である．毎年，ノ
ロウイルスによる集団胃腸炎事例は，高齢者保健施設，乳
幼児保育施設，学校，社会福祉施設，病院及び飲食店など
で多く発生している．事例発生後の早期に保健所における
検査が可能となれば，速やかに疾病対策への移行がなされ
るものと思われる．本キットは，作業開始からおよそ3時
間半でノロウイルスの有無を判定することが可能であった．
しかしながら，今回の検討結果から，キットにおけるノロ
ウイルスの検出率は遺伝子検査の約5割であること，検体
には第5病日以内に採取された便が望ましいこと，遺伝子
型によって検出率に差が認められることなどが使用上の留
意点として挙げられた．今後，これらの点を改善し感度及
び信頼性のさらなる向上を図ることが，迅速かっ確実性が
求められる行政検査への導入に必要であると思われた．ま
た，調理従事者など非発症者の便は，高感度が要求される
こと，検出されたノロウイルス遺伝子においては患者便か
ら検：出されたものと相同性検索を行う必要があることなど
から，今後も遺伝子検査を行うことが望ましいと考えられ
た．行政検査の迅速化に対する要望は，将来にわたります
ます高まるものと考えられる．従って，今後も，迅速で汎
用性に優れた診断キットが開発された場合，検査体制の充
実に向けて随時検討を行い，現行法に相当する信頼性の有
無を判断していくことが必要であると考えられた．
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